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Zusammenf as dung 

30 Die Erfindung betrifft liposomale Formal ierungen zur Herstellung 
eines injizierbaren Depots von, Peptid- and Proteinwirkstof f en, das 
den Wirkstoff. initial schnell freisetzt. und dann eine langanhaltende 
Freisetzung und wirkung -in einent Saugerkorper aufweist 
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Stand derTechnik 




Peptid- und Proteinwirkstoffe werden im Korper nach Applikation sehr 
schnell abgebaut oder ausgeschieden und mUsseh daher durch 
wiederholte Injektionen verabrei<:ht Werden. Urn die „patient 
compliance" . zu erhohen wird ein geeignetes . „Deliverysystem« 
(Abgabesystem) benStigt; das den Wirkstoff dm Korper vor Abbau 
schutzt. und inn nur langsam in die Blutbahn freigibt. Dazu- werden 
Depotsysteme eingesetzt, . die- subkutan oder intramuskular injiziert 
oder. implantiert werden. Liposomen sind eine mogliche -Form eines' 
solchen Abgabesystemssystems. Sie sind aufgebaut aus' einer oder 
mehreren Lipid-Doppelschichten und umschliessen ' in ihrem innern ein 
wassriges Kompar timent , in welches ' wasserlosliche -Substanzen' 
eingeschlossen werden kSnnen. In die Lipid-Doppelschicht ■' konnen 
15 lipophile Substanzen eingebaut werden. '' ' 

In J.Controll. Rel . 64 (2000) 155-166, in der US 5766627 und anderen 
Schrif ten der Autoren werden multivesikulare Aggregate aus 'Liposomen 
als injizierbares Depotsystem fur Insulin, • Leuprolide und Enkephalin 
vorgestellt, die durch einen Doppelemulsionsprozess gewonhen werden 
Wegen des Zusatzes ■ unpolarer' Triglyceride' sind diese 
multizentrischen Aggregate nicht als Liposomen im engeren Sinne ' 
aufzufassen, da die. Triglyceride" keine Bilayermembranen bilden und 
nicht in solche eingebaut werden. Nachteilig ist weiterhin die 
Nutzung einer mit Wasser nicht mischbaren Olphase zur Herstellung' 
der strukturen. Insbesondere beim Eirischluss grSsserer Proteine 
fiihrt das zur Denaturierung an der Grenzflache. Ebenso stellen Reste " 
organischer LSsungsmittei ein nicht zu ' , unterschstzendes 
regulatorisches Problem dar. ' . 




Fur Depotsysteme .finden nach. dem Stand . der Technik ■ Liposomen 
Verwendung, die aus neutralen,. ahionischen oder PEG-Lipiden 
zusammengesetzt .sind, etwa in .der WO- 9920301 fur ein Depot Von y- 
Interferon, i n Diabetes 31 (1982), 506-511 f tir ' ein Depot' von 
Insulin; weiterhin in Proc. Natl. Acad. Sci . 88 (1991), 10440-10444 
zur Vakzinierung. 

in BBA 1328 (1997), 261-272 werden verschiedene liposomale . Systeme 
(unilamellar und multilamellar) aUs Ei-PC,. Ei-PG, DPPC, DPPG, PS und 
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Cholesterin auf deren Aufnahme ins Lymphsystem und der. Bioverteilung 
nach subkutaner Gabe hin untersucht . . Der RevieW-Artikel Advanced 
Drug. Delivery Reviews .50 (2001), ■ 143-156 /schliesst an diese 
Untersuchungen an, Hier wird gezeigt, dass. kleinere Liposomen 
(<150nm) aus eineiti- subkutanen Depot in die Lymphe auswandern. 

" • ■ : J • * 

Nach . dem Stand der Technik werden < neutrale und hegativ geladene 
Liposomen fur' liposomale Depotsysteme verwendet./ Die Liposomen 
mussen eine Mindestgross-e aufweisen, urn. nicht in die Lymphe 
abzuwandern . 

Die Herstellung grosser Liposomen von deutlich mehr als 150nm ist 
aber mit te'chhischen und regulator ischen. Schwierigkeiten' verbunden. 
Insbesondere ist dann die \ wunschenswerte ' Sterilf iltratioh der 
P^rtikel nach deren Herstellung nicht mehr moglich. 

Auf gabe der Erfindung war es nuri, neue stabile liposomale 
Depo'tformulierxingen bereitzustellen, die nach ; einer ' iriitialen 
schnellen Freisetzung, eine langanhaltende - ' Freisetzung • des 
Wirkstoffes uber miiidestens' eine. Woche erreichen und eine gute 
Vertraglichkeit im Organismus aXifweisen.,. 



' Zusammenfassung der Erfindung ' ,. 

Die Auf gabe wird gelost durch die Formulierung der Wirkstoffe in 
Liposomen, die insbesondere bei der Anwendung als Depot in Form von 
Aggregates vorliegen. . Sdiche Liposomen umfassen iu einer Ausfuhrung 
der Erfindung neben neutralen Lipiden auch kationische Lipi.de. 

Die Erfindung basiert auf der Beobachtung, ■ dass positiv geladene 
Liposomen gut mit . Komponenten des " Serums oder der 
Interstitialf ldssigkeit aggregieren und in diesem Zustand an . der 
subkutanen 'oder intramuskulkren Bin's tichstelle verbleiben .miissen. 
'Ein Wegdif fundi eren des Depots von der. Einstichstelle .wird- damit 
vermieden . . \ '/ 
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Ausfuhrliche Beschreibung -der Erfindung 

: In einer bevorzugten Ausfuhrung der vorliegenden Erfindung werden 
Lipbsomen/ die aus neutral en und kationischen Lipiden aufgebaut 
sind, als liposbmales Depotsystem fur die verzogerte Freisetzung von 
therapeutisch'en Peptiden und Proteinen verschiedenster Molmas'sen 
eingesetzt. 

« 

Der Review-Artikel . J. Pharm. Sci. 89 (3)., 2000, ' 297-310 gibt 
absolute Bioverfiigbarkeiten verschieden grofier Peptide und Proteine 
, nach subkutaner Applikation an, wobei mit zunehniender Molmasse ' keine 
siknifikante Verringerung der Bioverfugbarkeit bebbachtet wird. 




r 



Da therapeutische Peptide und Proteine im Korper sehr schnell 
15 -abgebaut" werden, . mussen diese durch wiederholte Injektionen 
verabreicht werden. . . 

Die fur diese Ausfuhrung der ' Erfindung releyanten Peptide und 
Proteine, der en Anal oga, zugehorige Peptide, Fragmente, . Inhibitoren 
und Anatagonisten umfassen: 

20 =' _ 

I .* ■ 

Transforming growth factors (TGF-alpha, TGF-beta) ,. . Inter leukine 
(z.B. IL-1, IL-2, -IL-3), Interferone (IFN- alpha, IFN-beta, IFN- 
gamma) , . Calcitonine, Insulin-like growth factors (IGF-1, . IGF-2) , 
Parathyroid hormone, Granulozyten- stimulierender Faktor (GCSF) , 
25_ Granulozyten-Makrophagen stimulierender Faktor (GMCSF)', ttakrophagen 
stimulierender Faktor (MCSF) , Erythropoetin, Amyline, Glucagone., 
Lipocortine, Wachstumshormone, Somatostatin,- Angiostatin, 

Endostatin, Octreotid, Gonadotropin releasing hormone (GNRH) ', 
Luteinizing hormone, -releasing hormone (LHRH) und wirksame Agonisten 
30 wie Leuprolidacetat, Buserelin, Goserelin, Trip tor el in; Platelet- 
derived growth ■ factor;- ■ Blutgerinnungs faktor en (z.B. Faktor. VIII, 
Faktor IX), Thromboplastin-Akt'ivatoren, Gewebe Plasminogen 
Aktivatoren, Streptokinase,- Vasopressin, Muramyldipeptide (MDP) , 
Atrial naturetic f actor •■ (AN?) ', Calcitonin gene-related Peptid 
35 (CGRP), Bombesin, Enkephaline, Enfuvirtide, Vasoaktives intestinales 
Peptid (VIP) , Epidermal growth factor (EGF) , Fibroblast growth 
factor (FGF) , Growth hormone. releasing hormone (GRH) , Bone 
.. morphpogenetic proteins . (BMP) , Antikorper und. Antikorperfragmente > 
.(z.B. scFv-Fragmente, Fab-Fragment e) , Peptid T und Peptid T Amide,. 




• • ...» ^. •!• •/■» •»•• 

«. •• f» l-i ft •» t, (. 
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Herpes Virus Inhibitor, Virus * Replikations Inhibitions Faktor, 
Ant i gene * und Antigenf raginente, losliches CD4 , ACTH und Fragmente, 
Angiotensine, und ACE Inhibitoren, Bradykinin (BK) , Hypercalcemia 
malignancy factor (PTH like ; adenylate cyclase- stimulating protein), 
5 ; beta-casbmorphins, chemotactic peptides and inhibitors, 

corticotropin releasing factor (CRF) , caemlein, cholecystokinins + 
Fragment e; und . Analoga, Galanin, gastric Inhibitory polypeptide. 
(GIF), gastrins, gastrin, releasing peptide (GRP) , motilin, PHI 
s peptides, PHM peptides, peptide YY, secretins, melanocyte 
10 stimulating hormone (MSH) , neuropeptide Y (NPY) , . neuromedins, 
neuropeptide K, neurotensins, phosphate acceptor peptide (c-AMP 
protein kinase substrates), Oxytocine, substance P, TRH -' sowie , 

• Fragmente , . Analoga und Derivate dieser v Stoffe. ; - 
■ • ■ "... . , ; 

15 , . . • ' 

Neben Peptiden - und' Proteinen sind * audi Kohlenhydrate wie z~B. 
Heparin fur diese Erfindung geeignete Wirkstof fmolekule . . 

Keine ' geeigneten Wirkstof fe im ■ Sinne der Erfindung ' sind 
20 Membranproteine, die sich schlecht in den Innenraum von Liposomen 
einbringen lassen. 

Weiter sind solche Wirkstoffe nicht geeignet, bei denen eine 
kurzzeitige hohe Wirkstof fkonzentration, wie dies bei der initialen 
Anflutung der Fall* ist; zu toxischen R6ak6ionen im Korper fuhren 
25 kann'. Ein Beispiel hierfur ' ist Insulin, dessen Uberdosierung zu 
lebendsbedrohlichen hypoglykamischen Zustanden^ fuhren kann. 
Andere . Beispiele, wie Leuprolidacetat ode}: Antikorper, zeigen 
jedoch, ' dass ein initiales, schnelles Anfluten ' des Wirkstof fes 
■ toxikblogisch vollig- unbedenklich . sein kann. 
30 • \ m i V 

Fur die Herstellung der Liposomen werden nach dem Stand der Technik 
. etablierte Verfahren, wie Extrusion durch Polycarbonat-Membranen, 
Ethanolinjektion bder Hochdruckhomogenisation verweiidet. 

35 , Als Liposomenbildener kommen membranbildende und membranstandige 
Lipide in Frage, wobei diese natttrlichen. pder synthetischen. 
Ursprungs . sein konnen. Hierzu zah'len insbesoiidere Cholesterol und 
Derivate, 'phosphatidylcholine, Phosphatidylethanolamine als rieutrale 
Lipide. Besonders • bevorzugt werden die vollst&ndig gesattigten 



Liposomale Depotsysteme • " » ■» « « <J « " n o « « t. 



novosom AG 6 




Verbindungen dieser Klasse verwendet, . wie beispielsweise die 
Dimyristoyl-, Dipalmitoyl- . oder Distearoyl-derivate ' ' der 

Phosphatidylcholine und Phospha'tidylethanolamine . 

5 Kationische Lipide zur ' Ausfuhrung der • .Erf indung umfassen 
beispielsweise: ' ■ 

DAC-Chol 3-0- [N-(N,N' -dime thylaminoe thane) carbamoyl] cholesterol 
. DC-Choi 3 -0- [N- (N ' ., N ' -dime thylaminoethane ) carbamoyl ] cholesterol " 
•■ TC-Chol . 3-0-[N-(N'.,N', . N'-trime thylaminoethane) carbamoyl] 
10 cholesterol ". . ' 

BGSC Bis-guanidinium-spefmidine-cholesterol 
BGTC Bis-guanidinium-tren-cholesteroi, 

DOTAP (l.,2-dioleoyloxypropyl)--N,N,N-trimethylainmoniviin chlorid 
DOSPER (l,3-diolepyloxy-2-(6-Carboxy-spermyl)-propylamid). 
15 DOTMA (l'2-dioleyloxypropyl)-N,N,N-trimethylammoniuin .chlorid). 

(Lipofectin®) . 

DORIE (l : ,2-dioleyloxypropyl)-3 dimethylhydroxyethyl ammoniumbromid) . 
DOSC (l,2-dioleoyl-3-succinyl-sn-gly'cerl cholinester)/ 

D0GSDSO (l/2-dioleoyl-sn-glycero-3-succinyl-2hydroxyethyl disulfide 
20 brnithin) , 

DDAB Dimethyldioctadecylammonium bromid 

DOGS ( (C18) 2 GlySper3 + ) N,N-dioctadecylamido-glycyl-spermin 

(Trans fee tarn®) 

(C18 ) 2 Gly + N, KT-dioctadecylamido-glycin 

DOEPC l,2-dioleoyl-sn-glycero-3-ethylphosphochqlin oder andere 
Alkyi-Phosphatidyl'cholin oder-ethanoiamine, 

sowie von .- alien genannten Lipiden mit ungesattigten Fettsaure- 
und/qder Fettalkoholketten deren. gesattigte ' Derivate ' .mit 
Dimyristoyl-,. Dipalmitoyl-, oder Distearoylketten. 




30 



Bevorzugte kationische Lipide zur Ausfuhrung der. Erf indung umfassen 
Cholesteryl. 30-N- ( Dimethyl -aminoethyl) carbamat ' (DC-Choi) , 3-0- [N- 
35 . (N,N'-dimethylaminoethane) carbamoyl ] cholesterol (DAC-Chol), . (N-[l- 
(2, 3-Dioleoyloxy) propyl ] -N, N,N-trimethylammonium Salz (DOTAP) . 
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In' einer bevorzugten Zusammensetzung werden gesattigte synthetische 
Phosphatidylcholine,, wie DMPC, . DPPC oder DSPC, Cholesterol, die 
kationischen Lipide DC-Choi, ;DAC-Chol oder DOTAP . verwende t ,' wobei 
ganz besonders bevorzugt der Anteil der kationischen Lipide. zwischen' 
5 und 2 0mol% - betragt und der Anteil aller sterolbasierten Lipide 
zwischen 35 und 60% betragt. 

Die Gr6J5e der Liposomen variiert von 20-1000 nm, bevorzugt von 50- 
800 nm und ganz besonders bevorzugt von 50-300 nm. 

Die Erfindung betrifft auch ' Verfahren zur Herstellung der 
erf indungsgemaJSen Abgabesysteme . Zum Einschluss des gewiinschten 
^Wirkstoffes in 'die Liposomen wird dieser in 'einer Pufferlosung 
gelQst, mit welcher • dann die Liposomen hergestellt werden. Der 
Einschluss kann passiv oder mittels des Advanced Loading Verfahrens 
erfolgen. Wahrend das passive Einschliessen von Molekiilen in 
Liposomen dem Fachmann bekanhf ist, ist das_ Advanced Loading 
Verf ahren in WO 01/34115 A2 beschrieben, deren Of f enbarungsgehalt . an 
dieser Stelle mitauf genommen. wird.' 

Der passive Einschluss wird bevorzugt dann verwendet, wenn grolSe • 
Mengen eines gut loslichen Wirkstoffes eingeschlossen werden sollen. 
Dafur werden Liposomen mit einer Lipidkonzentration vori.30 bis 150 
mM, ■ bevorzugt mit einer Lipidkonzentration von 50 bis 120 mM. und 
ganz besonders bevorzugt. mit einer Lipidkonzentration von 80 bis 110 
mM in Gegenwart des gelSsten' Wirkstoffes hergesteH't, Die 
Einschlusseffizienz wird beim passiven Einschluss mit zunehmender 
Lipidkonzentration gesteigert, da das von ' der Lipid-Doppelschicht 
umschlossene .Fltissigkeitsvolumen zunimmt. 



Urn hohe Einschlussef f izienzen ' zu ' erzielen, wird der Wirkstoff in 
einer weiteren Ausfuhrung der Erfindung mittels des Advanced Loading 
Verfahrens in die Liposomen eingeschlossen.' Dieses' Verfahren wird 
bevorzugt dann angewendet , wenn der Wirkstoff moglichst effizient 
■und damit-z.B. kostensparend in die Liposomen eingeschlossen werden 
soli. Bei diesem Verfahren, das auf ' eine Wechselwirkung zwischen 
Wirkstoff und membranbildenden Substanzen beruht, wird bei niedrigen 
Ionenstarken und bei einem pH-Wert gearbeitet, bei welchem der 
Peptid- oder Proteinwirkstoff in einem ahionischen Ladurigszustand 
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vorliegt. Fur viele Proteine pder Peptide" ■ ist das iinter 
physiologischen Bedingungen, d.h. bei ' einem pH-wert zwischen 7 und 8 
der Fall. Die Ladung der Wirkstoffe bei einem gegebenen pH kann aus 
.Datenbanken entnommen werden',. etwa der SWISS-PROT oder lasst sich 
5 nach bekannten Algorithmen berechnen. ■ . 

t " . * ... • 

In einer weiteren Ausfuhrung der Erfindung wird das passive 
Einschluss verfahren mit dem Advanced Loading Prozess kbmbiniert. Bex 
diesem Verfahren wird der Advanced Loading Prozess mit. . einer 
10 Lipidkonzentration von. 30 ' bi*s 150 mM r bevorzugt mit einer ■ 
Lipidkonzentration von 50 . bis 120 mM und gahz besonders bevorzugt 
.mit einer •Lipidkonzentration von 80 bis 110 mM durchgeftihrt , um die 

•Einschlussraten gegeniiber den einzelnen Verfahren signifikant zu 
erhohen . " ■ • 

Nach der Liposomenpraparation mittels des Advanced Loadings oder des 
kombinierten Verfahrens wird aussen an der Liposomenmembran 
anhaf tender Wirkstoff von der Oberflache der Liposomen entfernt: Das 
geschieht durch eine Auflosung, der . bestehenden; Wecrhselwirkung. 
20 beispielsweise - durch " 'Anderung " des pH-Wertes oder' Erhohung \ der« 
Ionenstarke. 

Der freie Wirkstoff verbleibt ganz oder teilweise, aber zu mehr 10% 
in der Liposomensuspenslori" und sorgt, .fur das • schnelle initiale 
Anfluten des Wirkstoff es im Blut. i 

25 . ' 

•Wird der Wirkstoff mittels ■ des Advanced 'Loading Verfahrens in die 
Liposomen eingeschlossen, konnen sich Aggregate bil&en, da ■ ein' 
anionisch geladener Wirkstoff" mit den ' katiohischen geladenen 
Liposomen wechselwirkt . In dieser Ausf iihrungf orm der Erfindung wird 
30 der aussen an der liposomalen Membran- anhaftende Wirkstoff durch 
eine Erhohung der Ionenstarke von der Lipidmembran abgeldst', wodurch 
sich eine stabile Suspension bildet, welche steril filtriert werden 
• kann. - 

35 " . . ■ 

In einer vorteilhaf ten Ausgestaltung der Erfindung werden pH- 

. sensitiv kationische Lipide eingeset^t, wie sie in WO 02 066490 und 

US 5965434 beispielhaft pffenbart siiid. Solche Liposomen konnen 

durch pH-Wechsel in einen anderen Ladungszustand gebracht werden urid 
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ermoglichen so die einfache Abtrehnung von aussen anhaftehdem 
Wirkstoff .. Beispiele fur pH-sensitiv kationische Verbindungen sind: 

Histaminyl-Cholesterolhemisuccinat (His-Chol) . 
Morpholin-N-ethylamino-cholesterolhemisuccinat (Mo-Chol) . 

In einer weiteren Ausfuhrungsf orm deir. Erfindung wird der an der 
l'iposomalen Membran anhaftende Wirkstoff nicht von der Membraft 
abgelSst, d.h. der pH-Wert oder . die Ionenstarke werden nicht. 
verandert. -. Der Vorte'il dieser Ausftihrung iiegt - in ' .der . 
Lyophilisierbarkeit der Suspension, da eine Freisetzung. des innen 
eingeschlossenen Wirkstoff es- wahrend des Lyophilisationsvorganges 
minimiert wird, da sowohl aiif der' Innen- wie auf der AuSenseite der 
Membran die gleich Wirkstoff konzentration vorliegt-. 



ein 



. Leuprolidacetat ( [D-Leu 6 Prp 9 Des-Gly 10 ] -LHRH Ethylamid) ist 
synthetisch hergestellter Agonist des LHRH" (luteneizing. . hormone, 
releasing hormone), und wird' klinisch vor all'em bei Protstatakrebs, 
Endometriose und vorzeitiger -. Pubertat eingesetzt, ; . iim den 
20 Androgenspiegel im Serum zu. senken. Die kontinuierliche Gabe von 
Leuprolidacetat fiihrt zunachst zu -eiher ErhShung des 
Testosteronspiegels, bevor dieser dann 'bis auf das Kastrationsniveau 
gesenkt wird. . 'Der ■ initials ; Anstieg des Testosterons ist 
zurtickzufuhren auf eine . stimulation- der LHRH Rezeptoren in' der 
Hypophyse und der dadurch ausgelosten Ausschiittung von LH, welches 
wiederum- die Testosteronproduktion im Hoden stimuliert. Nach der' 
anfanglicheh Stimulation durch Leuprolidacetat kommt es schlieSlich 
zu einer. Desenslbilisierung der .Rezeptoren in der Hypophyse, wodurch. 
die Ausschiittung yon LH inhibiert. wird. Dies ftihrt dann zu einer 
Absenkung des Testosteronspiegels. 
In einer bevorzugten Ausftihrung der Erfindung wird Leuprolidacetat 
als Wirkstoff eines erf indungsgemaiSen . Depotsystems verwendet . ' 
• In weiteren Ausftihrungform der Erfindung werden ' Ant i gene und 
Ant igenf ragmen te als Wirkstoffe eines. erf indungsgemaiSen Depotsystems 
35 zur Vakzinierung verwendet. - 

'.Die Erfindung wird durch die folgehden Beispiele. welter erlautert,. 
ohne auf diese .Ausfuhrungen begrenzt zu sein. 
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Beispiele 
Beispiel 1 - 

- Einschluss von Alkalischer Phosphatase (AP) in Liposomeh 

5 ' * * ' . 

Ein Lipidnoi^chung folgender Zusammensetzung : 



.F ormul i erung 


Zusammenset zung - 


AP-1 


DPPC/DOTAP/Chol ' 




50:10:40 (mol%) 

. i 



• wird bei 50 °C in Chloroform gelost und anschlieSend im 

• Rotationsverdampfer .im Vakuum vollstandig getrocknet. Der Lipidfilm 
wird mit soviel AP-Losung (from bovine intestinal . mucosa) (5 mg/ml 
AP in lOmM HEPES , 300 mM Sucrose, pH 7,5) versetzt., diss ' eine 50mM 
Suspension entsteht. Ansqhlie£end* wird diese Suspension fur 45 
. Minuten im Wasserbad bei 50°C unter Schwenken hydratisiert und' fur 
15 weitere 5 Minuten' im .Ultraschallbad behandelt/ Danach wird die 
Suspension eingefroren. Es folgen 3 Einfrier- und Auf tauprozesse, 
• wobei nach. dem Auftauen jeweils eine 5-mintitige Behandlung im 
'Ultraschallbad erfolgt. . 

Nach dem letzten Auftauen werden die Liposomen mehrfach durch eine 
20 Membran mit einer Porenweite von 200nm oder . 400nm extrudiert 
(Avestin LiposoFast, Polycarbonat -Membran mit einer Porenweite von 

• 2 00 oder 400nm) . Nach der Extrusion wird die Ionenstarke der 
erhaltenen Suspension durch Zugabe einer NaCl-Stammiosung. erhoht . 

25 Der Aiiteil' der eingeschlossehen Alkalischen Phosphatase wird nach 
Abtrennung de:r frei vorliegenden Alkalischen Phosphatase durch 
. dreimalige Sedimentation in der Ultrazentrifuge bei 60000 x g tiber 
45 min ermittelt. Dazu wird eine ' Proteinf alliing mit CHCl 3 und CH 3 0H 
durchgefuhrt (BCA Protein Assay' Reagent Kit, Perbio) . Dartiberhinaus 
30 wird- die Aktivitat der AP mittels eines Enzymassays (p- 
Nitrophenylphosphat Test) bestimmt. Es. ergeben sich Einschlussraten 
' von 40-50 % AP. * 
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Beispiel 2 

Einschluss von Leuprolidacetat in Liposomen 

Ein Lipidmischung folgender Zusammensetzung: . 



Formulierung 


Zus ammens e t z ung 


LI 


DPPC/DC-Chol/Chbl 




•60:10:30 (mol%) ■ 



wird bei 50 °C in : Chloroform gelost und- ' anschliefiend im 
Rotationsverdampfer im Vakuum vollstandig getrocknet. Der Lipidfilm 
wird mi t soviel Leuprolidacet^'t-Losung (2,5 mg/ml in 10 mM HEPES, ' 

• 150 mM NaCl, pH 6) • versetzt, dass eine 100 -mM. Suspension entsteht. 
Ans'chliefcend wird dies.e Suspension fur. 45 Minuten im Wasserbad bei 
50-°C unter Schwenken " hydratisiert . ' Danach wird die Suspension 
• eingefroren. Es folgen weitere 3 Einfrier- und Auf tauprozesse . 
• Nach dem letzten Auf tauen werden die Liposomen -mehrf ach durch eine 
15 Membran, ;mit einer Porenweite von 400 nm extrudiert . (Avestin 
LiposoFalst, - Po lycar bona t -Membran mit einer Porenweite 400 nm) . * 

Der Anteil • des eingeschlossenen Leuprolidacetats wird nach 
Abtrennung des frei vorliegenden Leuprolidacetats .durch dreimalige 
20 .Sedimentation in der Ultrazentrifuge bei 60000 x g iiber 45 min 
. ermittelt Nach' . Ext rakt ion mit-.CHCl 3 und CH 3 0H wird Leuprolidacetat 

•mittels RP-HPLC bestimmt. Es ergeben sich Einschlussraten von ca: 
15 % Leuprolidacetat. 
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Beispiel 3 

Einsatz von liposomalen Depot systemen im. Tiermodell 

Die Liposomen nach Beispiel 2 wurden ohne Abtrennung des aussen 
5 . vorliegenden Wirkstoffes in einem Volumen von 0,5mL .subkutan in 
gesunde mannliche Ratten. (3 Tiere pro Gruppe) inj'iziert* Die 
Leuprolidacetat-Dosis pro Tier betrug * 2,5 mg.. Die 
pharmakokinetischen Daten wuxden erhalten durch Blutabnahmen zu 
verschiedenen Zeitpunkten, das.Gewinnen von Serum und /lie Bestimmuhg 
10 der Leuprolidacetatkonzentration im Serum mittels ELISA (Peninsula)'. 
Die gesamte Versuchsdauer der Tierstudie betrug 6 Wochen. Das 
Allgemeinbef inden aller Tiere war xiber die Versuchsdauer gut. Die 
^J^Formulierung. zeigt folgende Tabelle: 



F ormul i erung 


Zusammensetzung .Dosis [mg] 


LI 


DPPC/DC-Chol/Chol 2/5 




60:10:30 ' 




keine Abtrennung 
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Patentanspriiche 

1. Abgabesystem . zur initialen und verzogerten 

-Wirkstof ffreisetzung*, dadurch gekennzeichnet , dass es Liposomen 
enthaltend neutrale un'd kationische Lipide, sowie einen 
Wi'rkstoff umfasst. 

2. . Abgabesystem nach Anspxuch 1, dadurch gekermzeichnetv dass die 
'". . Liposomen pH-sensitiv kationische Lipide umfassen.. 

3'. Abgabesystem nach einem der vorgehenden Anspriiche , dadurch . 

gekennzeichnet, -dass der Wirkstof f . ein therapeutisches Peptid 
oder Protein umfasst. * . - !• 

4. . Abgabesystem nach einem der vorgehenden • Anspriiche , dadurch 

- ; gekennzeichnet, dass Wirkstof f im Liposom eingeschlossen ist 
und'mehr als 10% sich aufierhalb des Liposoms. befindet. 

5. Abgabesystem zur verzogerten Wirkstof ffreisetzung nach einem. 
.der vorgehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die 

verzdgerte Abgabe des Wirkstof fes mindestens 1 Woche anhalt. 

6. - AbgabesysteJm *nach einem der vorgehenden Anspriiche, dadurch 

gekennzeichnet, dass die Liposomen 

- aus gesattigten synthetischen Phosphatidylcholine^ 
ausgewahlt aus der Gruppe DMPC, DPPC und/ oder DSPC, 

- aus Cholesterol, 

- die kationischen Lipide ausgewahlt aus der Gruppe DC-Choi, 
DAC-Chol und/ oder DOTAP - \ . 
zusammengesetzt sind.. 

7. Abgabesystem nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet; dass die 
kationischen Lipide ph-sensitiv kationisch sirid und ausgewahlt 
aus der Gruppe His-Chol und/ oder Mo-Chol . 
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8. ; Abgabesystem nach den vorgehenden Anspriichen 6 -oder 7, dadurch 

.gekennzeichnet , dass der Anteil der kationischen. Lipide 
■ zwischen 5 und 20mol% betragt und der .Anteil aller 
sterolbasierten Lipide zwischen 35 .und 60% betragt. ' 

5 

9. Abgabesystem nach einem der - vorgehenden Anspziiche., dadurch - ■ 
gekennzeichnet , dass die Grofie der Liposomen variiert von 20- • 
1000 run, insbesondere von 50-800 nm, bevorzugt von 50-300 nm. 

10 4 10." Verfahren zur Herstellung eines liposomalen Depots mit * 

kationischen Lipiden dadurch gekennzeichnet, dass ' , 

- Liposomen. in Gegenwart .einer wassrigen Wirkstof f losung ' , 
^ hergestellt werden, wobei Lipidkonzentrationen voh 50 bis 

120mM, bevdrzugt von 80 bis 110 mM verwendet werden, 

15 - nichteingeschlossener Wirkstof f von den Liposomen nicht 'oder 

nur teilweise kbgetrennt wird. 



11.* Verfahren zur Herstellung eines liposomalen Depots mit 
20 ; kationischen Lipiden dadurch gekennz.eichhet , dass 

- Liposomen* in Gegenwart von. Wirkstof f hergestellt werden/ 
wobei bei einem' pH-Werfr gearbeitet wird, bei welchem der 

; Peptid- oder Proteinwirkstof f ' in einem anionischeh 
Ladungszustand vorliegt, 

• ■ - nach . der Herstellung an der .Aussenseite der Membran haf tender 
Wirkstof f durch eine Veranderung des' pH-Wertes oder einer 
Erhohung, der Ionenstarke abgelost wird,-' 

- nichteingeschlossener Wirkstof f von den Liposomeih nicht oder/ 
nur teilweise abgetrennt wird. 

30 ' 

.12. " Verfahren nach Anspruch 11,. dadurch gekennzeichnet, dass 

Lipidkonzentrationen von . 50 bis 120 - mM, bevorzugt von 80 bis. 
110 mM verwendet werden*. 
35 . • 

13. . Verwendung des Abgabesys terns nach einem der vorhergehenden 
• Anspriiche ziir s . Herstellung eines Arzrteimittels . 
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14. Verwendung des Abgabesystems nach einem der vorhergehenden 
Anspruche zur subkutanen oder intramuskularen Applikation. 

15. Verwendung des Abgabesystems nach- einem oder mehrerer der 
5 Anspruche i bis 9 far ein Depot von Antigenf ragmenten zur 

Vakzinierung . 

16. Verwendung des Abgabesystems nach einem oder mehrerer der 
Anspruche 1 bis 9 fur ein Depot von LHRH- Agonist en oder GnRH 

10 Analoga dadurch 'gekennzeichnet,- dass die Liposomen f < 

. - aus DPPG, Cholesterol, 

- aus deh kationischen. Lipide DC-Chol'.oder DOTAP - 
» fct" aufgebaut sind und 

^itr - LHRH-Agonis ten. oder GnRH-Analoga wie Leuprolidacetat , . 

15 Buserelin, Goserelin oder. Triptorelin * 

als Wirkstoff enthalten. • • 

17. 'Verwendung eines Abgabesystems nach einem oder mehrere der 

Anspriiche 1 bis 9 far ein Depot von Heparin dadurch, 
20 gekennzeichnet, dass die Heparin enthalten. 
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Abbildung 1 » ' 

Liposomales Depotsystem mit Leuprolidacetat aus Beispiel 3 der 
vorliegenden Erfindung im Tieri&odell (Serumspifegel Leuprolidacetat ) 
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